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Resumen— GNL3L es una proteína poco caracterizada 
perteneciente al grupo de las Nucleostaminas. Sus funciones han 
sido asociadas principalmente a la génesis de los ribosomas, 
aunque recientes investigaciones la han asociado con la 
regulación del ADN telomerico, actuando como proteína 
accesoria facilitando la formación del complejo shelterina que 
protege el telomero. Actualmente no existen estudios 
experimentales que hayan definido la estructura cristalina de 
GNL3L, lo cual es importante para entender cómo actúa en el 
proceso de regulación de la longitud de los telómeros. En este 
trabajo, mediante herramientas computacionales (GOR, 
SOPMA, PSIPRED) se predice que GNL3L está compuesta en 
promedio de 52% de hélices alfa y 10% extended strands, lo cual 
permite inferir que la proteína es principalmente helicoidal. Se 
obtuvieron 5 modelos de estructura terciaria usando el programa 
MODELLER, de los cuales se optimizó el mejor con 3Drefine, se 
validó y graficó con ProSA-web. 
 
Palabras clave— Análisis computacional de secuencias, 
bioinformática, estructura proteica,  homología. 
 
Abstract— GNL3L is a partially characterized protein, belonging 
to the Nucleostemin family. Its function is mainly in ribosome 
biogenesis, but recent investigations have shown that it is also 
involved in the regulation of telomeric DNA, acting as an 
accessory protein to facilitate the formation of the shelterin 
complex, which protects the telomere. To date there is no 
published experimental data on the crystallographic protein 
structure of GNL3L, which is important for understanding its 
role in telomere maintenance. In this work computational tools 
(GOR, SOPMA, PSIPRED) were used to predict that GNL3L is 
composed on average of 52% alpha helices and 10% extended 
strands, concluding that it is a mainly globular protein. Five 
models of GNL3L potential tertiary structure were obtained 
using the program MODELLER; of these the best was optimized 
with 3Drefine, validated and visualized with ProSA-web. 
 
Key Word —Bioinformatics, computational sequence analysis, 
homology, protein structure. 
I. INTRODUCCIÓN 
 
Los telómeros son estructuras de ADN altamente 
especializadas localizadas al final de los cromosomas. Estas 
estructuras son cruciales para estabilizar los cromosomas y 
protegerlos de la fusión de sus extremos y la degradación. En 
el ser humano los telómeros están compuestos por un tándem 
repetitivo (TTAGGG) que está asociado con unas proteínas 
protectoras (TRF1, TRF2, TINT1, PTOP, PIP1 y POT1) que 
comprenden el complejo shelterina [1][2]. Los telómeros se 
acortan progresivamente durante cada división celular hasta 
llegar a una longitud en el cual son incapaces de ser protegidos 
por el complejo shelterina; en este punto la célula responde 
desencadenando los mecanismo de senescencia y apoptosis 
[3]. Durante el proceso patológico del cáncer la telomerasa, un 
complejo multiprotieco, se expresa añadiendo repeticiones al 
final de los telómeros evitando así el acortamiento de estos y 
por tanto induciendo una proliferación indefinida de la células. 
Si bien la telomerasa es expresada en algunas células somáticas 
en condiciones normales, en las células cancerígenas su nivel 
de expresión y actividad es más alta [4]. Se ha evidenciado que 
la proteína TRF1, del complejo shelterina, modula la longitud 
de los telómeros, con el fin de evitar una proliferación celular 
indefinida, a través de su interacción con las proteínas TIN2, 
TPP1, POT1 y PINX1 que actúan para inhibir la actividad de 
la telomerasa [5]. Hace no mucho se descubrió una nueva 
proteína llamada Guanine nucleotide binding protein-like 3-
like (GNL3L) que se une a la proteína TRF1 del complejo 
shelterina, promoviendo así la homodimerización de TRF1 y 
su unión al telómero, y además  promueve la estabilidad de esta 
proteína, inhibiendo su ubiquitinación y degradación [6]. Se 
propone que de esta forma se regula el acceso de la telomerasa 
al telómero para evitar el alargamiento anormal de los 
telómeros. A pesar de que GNL3L es una proteína importante 
en la regulación de la longitud de los telómeros, no existen 
estudios experimentales que hayan definido la estructura 
cristalina de GNL3L, ni su mecanismo de interacción con 
TRF1, lo cual es importante para entender el proceso de 
regulación de la longitud de los telómeros. Según la revisión 
realizada de la literatura, solo se encontraron 7 artículos 
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relevantes de GNL3L en bases de datos como PubMed y 
Science Direct [7][8][6][9][10][11][1], los cuales enfatizan la 
función de GNL3L en la regulación de la longitud de los 
telómeros. El presente trabajo tiene como objetivo presentar la 
predicción de la estructura secundaria y terciaria de GNL3L 
mediante herramientas computacionales, para así aportar al 
conocimiento que se tiene de su función. 
  
II. METODOLOGIA 
 
La metodología usada para la predicción de la estructura 
cristalina de GNL3L se resume en la Figura 1 y se describe a 
continuación. 
 
 
Figura1: Diagrama de flujo de la metodología implementada 
La secuencia de aminoácidos de GNL3L fue obtenida del 
National Centre of Biotechnology Information (NCBI), en 
formato FASTA, con código de acceso NP_001171748.1. 
 
A. Alineación de secuencias 
Con el fin de encontrar proteínas homólogas a GNL3L, con 
estructura cristalina ya determinada, la secuencia de 
aminoácidos fue sometida a herramientas BLAST (BLASTp, 
PSI-BLAST+ y Protein BLAST+), usando los parámetros 
predeterminados y haciendo búsqueda en la base de datos 
Protein Data Bank (pdb).  
 
Las proteínas similares y query fueron alineadas mediante la 
herramienta MUSCLE:  Multiple Sequence Comparison by 
Log-Expectation (http://www.drive5.com/muscle/index.htm) 
[12] usando los parámetros predeterminados. 
 
B. Predicción de la estructura secundaria 
Para predecir la estructura secundaria de GNL3L, la secuencia 
de aminoácidos fue analizada en programas de predicción de 
estructura secundaria como PHYRE2, PSIPRED, GOR y 
CFSSP, disponibles en ExPASy 
(http://www.expasy.org/proteomics/protein_structure). Los  
resultados obtenidos de estos programas fueron tabulados y 
comparados con el fin de encontrar una estructura consenso.  
 
C. Predicción de la estructura terciaria 
Para la predicción de la estructura terciaria se empleó el 
programa MODELLER 
(http://toolkit.tuebingen.mpg.de/modeller) [13], el cual generó 
diversos modelos de la estructura terciaria de la proteína a 
partir de la alineación de varias proteínas similares a GNL3L. 
 
Los modelos obtenidos fueron refinados mediante REFINE3D 
(http://sysbio.rnet.missouri.edu/3Drefine/) [14] y ModRefiner 
(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/ModRefiner/) [15]. 
Los cuales mejoraron significativamente la calidad estructural 
del modelo para maximizar la similitud con las proteínas del 
alineamiento y minimizar  errores de interacción. 
 
D. Validación 
Para validar las estructuras obtenidas en el paso anterior se 
evaluaron mediante programas como QMEAN [16] y ProSA-
web [17]. Estos programas permiten analizar el modelo a 
través de comparaciones con estructuras cristalográficas en la 
base de datos Protein Data Bank (PDB). 
 
III. RESULTADOS 
 
Con el fin de encontrar proteínas con similitud estructural a la 
proteína de interés GNL3L, se realizó PSI-BLAST, BLASTp 
y Protein BLAST+ con la base de datos Protein Data Bank 
(PDB). Se encontró un dominio conservado entre GNL3L y 
una familia de proteínas de unión a GTP en bacterias; 
específicamente la proteína YIqF, la cual se encuentra 
involucrada en la biogénesis ribosomal. En la Tabla 1 se 
observan las dos proteínas que arrojaron el mejor resultado en 
la búsqueda.  
Proteína  Max 
score 
Total 
score 
Query 
cover 
E value Ident Accession 
Chain A, 
Gnp-Bound 
Ylqf from 
T. Maritima 
86.7 86.7 48% 2e-18 26% 3CNL_A 
Chain A, 
Ylqf Gtpase 
from B. 
Subtilis  
79.7 79.7 47% 4e-16 28% 1PUJ_A 
Tabla 1. Proteínas con alineamientos significativos a GNL3L. 
La estructura secundaria de estas dos proteínas es mayormente 
helicoidal. La proteína con código de accesión 3CNL está 
compuesta de un 35% de hélices alfa y 12% láminas beta; 
mientras que la proteína 1PUJ tiene un 42% de hélices alfa y 
11% láminas beta. 
Estas proteínas fueron alineadas con GNL3L usando la 
herramienta MUSCLE. Se encontró un porcentaje de identidad 
con GNL3L de 26% y 28% para 3CNL_A y 1PUJ_A 
respectivamente. Este porcentaje de identidad está entre los 
amino ácidos 126-398 de la secuencia de GNL3L, que 
corresponden al dominio GTPase.  
Para la predicción de la estructura secundaria, la secuencia de 
aminoácidos fue ingresada en diversos programas de 
Alineacion  de 
secuencia
Prediccion Estructura 
Secundaria
Prediccion Estructura 
Terciaria
Validacion
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predicción de estructura secundaria, como CFSSP, GOR, 
SOPMA, PHYRE2, y PSIPRED. En la Tabla 2 se resume el 
porcentaje de hélices alfa (H), coils (C), o extended strands (E) 
en GNL3L que se predice por cada herramienta. Los 
programas CFSSP y PHYRE2 presentan porcentajes de 
ambigüedad altos (¿representado por el símbolo?), que es la 
probabilidad de predecir tanto hélice alfa como extended 
strand para el mismo amino ácido, por lo que se descartan 
como herramientas confiables. Las demás herramientas (GOR, 
SOPMA, PSIPRED) en promedio predicen un 52% de hélices 
alfa y 10% extended strand, lo cual permite inferir que la 
proteína es principalmente helicoidal. Estos resultados están en 
concordancia con las estructuras secundarias de las proteínas 
que se encontraron son estructuralmente similares a GNL3L: 
3CNL y 1PUJ 
 H E C ? 
CFSSP 77% 62% ---- 11% 
PHYRE2 54% 7% 35% 35% 
GOR 46% 10% 43% 0% 
SOPMA 52% 8% 32% 0% 
PSIPRED 59% 12% ---- 0% 
Tabla 2. Predicción de estructura secundaria de GNL3L usando 
diferentes programas de predicción. Hélices alfa (H), extended 
strands (E), coils (C), y (?) predicción ambigua. 
 
Para la predicción de la estructura terciaria de GNL3L se 
empleó el programa MODELLER. Este software, a partir de 
alineamientos óptimos obtenidos del PSI-BLAST, BLASTp 
y Protein BLAST+ permite predecir la estructura de la 
proteína objetivo. MODELLER posee una ventaja muy 
característica y es que permite crear modelos a partir de más 
de una secuencia molde de aminoácidos. Se obtuvieron cinco 
modelos a partir de alineamientos simples con 3CNL y 1PUJ, 
además de múltiples alineamientos usando las dos proteínas en 
conjunto.  
En la predicción de estructura terciaria se producen un número 
considerable de modelos. La herramienta QMEAN 
(Qualitative Model Energy Analysis) permite calificar los 
principales aspectos geométricos de estos modelos, con el fin 
de escoger el mejor. El valor óptimo para la validación de un 
modelo es 0, aceptando desviaciones de + o – 1. En la Figura 
2 se observa la evaluación por QMEAN de los cinco modelos 
obtenidos por MODELLER. El modelo 1 fue obtenido 
mediante alineamiento simple con 1PUJ_A, y el modelo 2 
mediante alineamiento simple con 3CNL_A. Los modelos 3-5 
fueron obtenidos mediante alineamientos múltiples con 
1PUJ_A y 3CNL_A. Los mejores valores de QMEAN fueron 
arrojados por los modelos 1 (-1.25) y 5 (-1.24), a pesar de no 
estar en el rango óptimo (-1 a 1). Al comparar los evaluadores 
geométricos de estos modelos (Cβ interaction, all-atom 
interaction, solvation, torsión, SSE agreement, ACC 
agreement) la mejor evaluación la obtuvo el modelo 5, donde 
los valores de Cβ interaction, SSE agreement y ACC 
agreement se acercan a 0. 
El modelo 5 fue refinado mediante la herramienta 3Drefine, 
que optimiza los enlaces de hidrógeno del modelo y minimiza 
la energía a nivel atómico [18]. En la Figura 2 se observa este 
modelo refinado como el modelo 6. En este modelo el valor de 
QMEAN se encuentra en el rango aceptable, y los valores de 
Cβ interaction, all-atom interaction, solvation, y ACC 
agreement se acercan a 0. 
 
(1) 
 
(2) 
 
(3) 
 
(4) 
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(5) 
 
(6) 
 
Figura 2. Evaluación por QMEAN de los principales aspectos 
geométricos de los modelos de estructura terciaria obtenidos para 
GNL3L. Modelos 1-5 obtenidos por MODELLER. Modelo 6 es la 
optimización del modelo 5 mediante 3Drefine. 
 
Se realizó la validación del modelo 6 con la herramienta 
ProSA-web. El puntaje de calidad del modelo se grafica en un 
diagrama mostrando su relación con las  puntuaciones de 
validación de todas las proteínas de tamaño similar y cuyas 
estructuras están determinadas experimentalmente y reposan 
en Protein Data Bank (PDB). Para el modelo 6 se obtuvo un z-
score de -7.04. Como se observa en la Figura 3(a) este 
resultado (representado por un punto negro) se encuentra 
dentro del rango óptimo de validación, además de ser similar a 
los resultados obtenidos con las proteínas molde: 1PUJ_A (-
7.55) y 3CNL_A (-7.88).  
En la Figura 3(b) se grafica la calidad del modelo en función 
de la energía a lo largo de la secuencia de aminoácidos. En 
general los valores que sobresalen la línea de horizonte 
(valores positivos) corresponden a partes problemáticas o 
erróneas del modelo. Como se puede ver, los residuos del 
modelo 6 presentan una baja tendencia a estar desordenados. 
(a) 
 
(b) 
 
Figura 3. Resultados de validación del modelo 6 con ProSA-web. (a) 
El punto negro representa la puntuación del modelo 6 comparado con 
los resultados de otras proteínas de tamaño similar cuyas estructuras 
han sido determinadas experimentalmente por cristalografía de rayos 
X (azul claro) o por resonancia magnética nuclear (azul oscuro). (b) 
Grafico de energía de los aminoácidos de la secuencia. Los residuos 
por debajo de la línea representan la poca tendencia a estar 
desordenados. 
 
Finalmente se visualizó la estructura 3D del modelo 6 de 
GNL3L usando el programa Jmol (ver Figura 4). La estructura 
presenta un gradiente de color  donde las zonas rojas significan  
zonas poco fiables y las azules las más confiables. Tal como se 
esperaba, predominan las estructuras helicoidales (54%), y 
tiene un porcentaje reducido de estructuras laminares (8%). 
Esto es concordante con la estructura de las proteínas 
homólogas a GNL3L (3CNL y 1PUJ), y a la predicción de la 
estructura secundaria obtenida por GOR, SOPMA, y 
PSIPRED.     
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Figura 4. Potencial estructura 3D de GNL3L. Obtenida a partir de la 
predicción del modelo 6. 
 
IV. CONCLUSIONES 
 
De acuerdo con la predicción de la estructura secundaria se 
puede concluir que GNL3L es una proteína principalmente 
helicoidal cuya composición es de 52% hélices alfa y 9% 
laminas beta. Esta predicción es similar a la estructura 
secundaria de sus proteínas homólogas (3CNL y 1PUJ) a pesar 
de que el porcentaje de identidad entre ellas es bajo (26 – 28%) 
y solo corresponde a la sección de GNL3L entre los amino 
ácidos 126-398. Por lo tanto, las herramientas computacionales 
GOR, SOPMA y PSIPRED, son adecuadas para la predicción 
de estructuras secundarias, con la ventaja que son libres, 
automatizadas y sencillas de utilizar.  
 
La predicción de la estructura terciaria, al basarse en 
algoritmos de homología, se ve limitada ya que requiere de 
proteínas cuyas estructuras ya estén experimentalmente 
determinadas y que tengan un alto porcentaje de homología a 
la proteína query. GNL3L y la familia de proteínas a la que 
pertenece (Nucleostaminas), es un grupo proteico que no está 
muy bien caracterizado. En un estudio similar [1] in silico de 
esta proteína se realizó la predicción con el fragmento 132-393 
a.a. usando solo como secuencia molde a 1PUJ_A. Nuestro 
modelo comprende la sección 123-398 a.a. y está construido 
mediante el alineamiento múltiple de 1PUJ_A y 3CNL_A. Si 
bien el modelo final obtenido no tiene un QMEAN ideal (entre 
0 y +/-1) el resultado (QMEAN:-1.04) es aceptable, 
considerando la escases de proteínas homólogas ya 
caracterizadas para usar como molde. No obstante, este 
modelo puede ser objeto de una mejor optimización de 
parámetros ya que las herramientas de refinado usadas, como 
3Drefine, son automatizadas y al realizar un refinamiento 
manual se podrían mejorar los resultados obtenidos. 
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